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Apresentação
Napoleão Esberard de Macêdo Beltrão
Chefe Geral da Embrapa Algodão
A embriogênese somática tem sido uma técnica alternativa com potencial
de aplicação na propagação clonal de plantas e na regeneração de células
transformadas geneticamente,além de auxiliar nos estudos básicos e
análise dos eventos moleculares e bioquímicos que ocorrem durante o
processo embriogênico. Embora visíveis, os avanços da biotecnologia e dos
estudos relacionados à Embriogênese Somática (ES), a compreensão dos
estímulos e condições ideais à indução, no que se refere ao conhecimento
sobre os mecanismos deste processo ainda são limitados. Estudos adicionais
para a determinação dos processos moleculares, bioquímicos e fisiológicos
durante o desenvolvimento embrionário se fazem necessários.
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Introdução
A embriogênese somática (ES) é um caso particular de morfogênese, onde
há formação de estruturas semelhantes aos embriões zigóticos, a partir de
células somáticas; destaca-se entre os vários sistemas de cultivo in vitro
por oferecer a oportunidade de propagação clonal de plantas férteis e
geneticamente "sólidas" e de regeneração de plantas geneticamente
modificadas. Esta técnica constitui também uma ferramenta bastante útil
para estudos básicos de processos bioquímicos, fisiológicos e morfológicos
dos sistemas vegetais. As fases iniciais dessa via morfogênica são caracte-
rizadas pela indução de muitos genes relacionados ao estresse, o que leva à
hipótese de que a ES é uma resposta extrema ao estresse de células de
plantas cultivadas in vitro. Alguns autores têm correlacionado o aumento
da atividade de enzimas antioxidativas com a resposta embriogênica dos
tecidos somáticos, sugerindo que o aumento da atividade dessas enzimas
estaria relacionado ao estresse oxidativo e que esse estresse contribuiria
para acelerar o processo de ES, entretanto, são necessários estudos
adicionais para a determinação dos padrões bioquímicos durante o desen-
volvimento embrionário, fornecendo assim subsídios para a otimização dos
sistemas de propagação in vitro baseados nesta técnica.
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Morfogênese in vitro
O estudo da morfogênese vegetal tem como objetivo fundamental identifi-
car os processos moleculares, bioquímicos e fisiológicos que conduzem a
aparição de novas estruturas organizadas no corpo da planta.
O processo morfogenético é resultado da divisão e diferenciação celular
organizada que dependem, basicamente, da atividade e expressão de
determinados genes. A diferenciação celular reflete, em última análise, o
efeito de, pelos menos, três grupos de fatores. O primeiro é o fator genéti-
co, que incorpora o estoque de potencialidades que podem ser expressas
durante o desenvolvimento; o segundo fator está representado pelas
características originadas durante a ontogênese e, por último, existem as
características cuja expressão depende apenas do ambiente (KERBAUY,
1999). O desenvolvimento organizado depende de certos sinais específicos
e de uma conseqüente mudança no metabolismo, além da capacidade de
recepção dos sinais pelas células.
A ES é um caso particular de morfogênese, onde há formação de estrutu-
ras semelhantes aos embriões zigóticos, a partir de células somáticas
(HANDRO; FLOH, 1990). Embriões somáticos podem se diferenciar
diretamente do explante, sem ocorrência de uma fase de calo ou indireta-
mente após a fase de formação de calo (ARNOLD et al., 2002).
A ES destaca-se entre os vários sistemas de cultivo in vitro por oferecer a
oportunidade de propagação clonal de plantas férteis e geneticamente
"sólidas", e de regeneração de plantas geneticamente modificadas (GAJ,
2004). Esta técnica constitui também uma ferramenta bastante útil para
alcançar diversos objetivos, desde estudos básicos de processos
bioquímicos, fisiológicos e morfológicos, até o desenvolvimento de
tecnologias com alto grau de aplicação prática (JIMÉNEZ, 2001).
O processo de aquisição da competência embriogênica por células
somáticas envolve uma necessária reprogramação nos padrões de expres-
são gênica assim como mudanças na morfologia, fisiologia e metabolismo
(NAMASIVAYAM, 2007).
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Diversos fatores do cultivo in vitro interferem na indução deste processo.
De fato, a ES também tem sido estimulada por fatores reconhecidos como
agentes estressantes, sejam de natureza mecânica (ferimentos, cortes),
física (frio, luz) ou química (altas concentrações de sacarose, manitol,
polietileno glicol, cádmio, ferro, cloreto de sódio, etc).
Embora o mecanismo molecular estimulatório não esteja elucidado, todos os
fatores de estresse supracitados induzem uma reação comum nas células
somáticas que se manifesta por meio da desdiferenciação e rediferenciação
em embriões somáticos (GAJ, 2004). Uma das hipóteses sobre o mecanis-
mo envolvido na indução da ES pelo estresse destaca a importância da
interação entre auxinas e a sinalização do estresse, que resulta na aquisi-
ção da competência embriogênica da célula somática por meio da
reprogramação celular manifestada em diferentes níveis (FEHÉR et al.,
2003).
Muitos estudos tem se preocupado apenas com a morfogênese do processo
embriogênico, entretanto, para contribuir com o entendimento eficiente,
são necessários estudos que busquem informações reunindo dados fisiológi-
cos, bioquímicos e moleculares sobre a ES (THORPE; STASOLLA, 2001).
Estresse oxidativo e espécies
reativas de oxigênio (ROS)
Uma das mais importantes funções das células das plantas é sua habilidade
em responder às flutuações ambientais. Entender as conexões entre as
respostas iniciais das plantas aos variados tipos de estresses que conferem
a ela sucesso no ajuste às condições de crescimento alteradas é uma das
grandes metas da biologia de plantas (GRENE, 2002).
Processos metabólicos tais como a respiração e a fotossíntese, naturalmen-
te produzem como sub-produtos diferentes espécies reativas de oxigênio
(reactive oxygen species - ROS) nas mitocôndrias, cloroplastos e
peroxissomos (Figura 1). Moléculas de ROS, como o peróxido de hidrogênio
(H2O2), superóxido (O2• ), e radicais hidroxila (HO•) são capazes de reagir
com as demais classes de biomoléculas, como proteínas, fosfolipídeos e
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DNA, afetando a integridade e função das células. No entanto, em baixas
concentrações elas atuam como moléculas sinalizadoras nos processos de
crescimento e desenvolvimento celular (DEL RÍO et al., 2006). ROS
também podem ser geradas por processos metabólicos como autoxidação
de pequenas moléculas (hidroquinonas, leucoflavinas, catecolaminas,
ferrodoxinas reduzidas) produzindo O2• . Além disso, fatores ambientais,
como irradiação, poluição ambiental e produtos tóxicos são potenciais
geradores de ROS (HENRIQUES et al., 2001).
Essas propriedades citotóxicas, levaram ao desenvolvimento de complexos
mecanismos enzimáticos e não-enzimáticos de neutralização de ROS (APEL;
HIRT, 2004; MØLLER et al., 2007). No entanto, este equilíbrio entre a
produção e a neutralização pode ser alterado, aumentando significativa-
mente os níveis intracelulares dessas moléculas quimicamente ativas,
ocasionando o chamado "estresse oxidativo" (APEL; HIRT, 2004).
O papel das ROS durante o crescimento e morfogênese vem sendo investi-
gado, sugerindo que estas moléculas não são apenas simples sinalizadoras
do estresse, mas apresentam também fundamental importância na sinaliza-
ção do crescimento e desenvolvimento das plantas (OBERT et al., 2005).
Essas espécies reativas induzem mudanças no padrão de expressão gênica,
metabolismo celular e totipotência, importantes para a competência
embriogênica em células somáticas, portanto, acredita-se que um certo
Fig. 1. Principais espécies de
oxigênio reativo (ROS), locais
de produção e respectivos
produtos finais após a sua
neutralização em células
vegetais.
Adaptado de MØLLER et al.,
(2007) e APEL e HIRT,
(2004).
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nível de estresse oxidativo é requerido para promover a formação de
células embriogênicas e desencadear uma rota morfogênica específica
(BLAZQUEZ et al., 2009).
Algumas enzimas envolvidas na
detoxificação de ROS
Incluída na resposta ao estresse oxidativo celular está a regulação da
expressão de genes que codificam enzimas antioxidantes, as quais ameni-
zam os danos causados pelas ROS (CYRNE et al., 2003). Estas enzimas
são bastante sensíveis às condições de estresse abiótico, servindo como
sinalizadores do estresse. Destacam-se entre elas: a superóxido dismutase
(SOD), a catalase (CAT), as peroxidases (POD) e as polifenoloxidases
(PPO).
A superóxido dismutase é a primeira enzima que age no sistema
antioxidante celular, catalisando a formação de peróxido de hidrogênio a
partir de radicais superóxidos (Figura 2.A) (OLMOS et al., 2003). Por ser
uma metaloenzima, apresenta isoformas que variam conforme o metal
utilizado pela enzima. Assim, tem-se a Mn-SOD, Fe-SOD e Cu/Zn-SOD,
localizadas em diferentes compartimentos celulares.
A catalase tem função de quebrar o peróxido de hidrogênio, resultando em
água e oxigênio estável (Figura 2.B). É a única entre as enzimas degradan-
tes de H2O2 que não consome equivalentes redutores da célula e que possui
mecanismo muito eficiente para a remoção do peróxido de hidrogênio
formado sob condições de estresse (MALLICK; MOHN, 2000).
As peroxidases convertem o H2O2 em água (Figura 2.C), além de estarem
envolvidas em ligações de polissacarídeos e lignificação da parede celular e
na diminuição do processo peroxidativo dos lipídios de membrana (LIBIK et
al., 2005; PASTERNAK et al., 2002).
Fig. 2.A) Reação geral da superóxido
dismutase (SOD); 2.B) Reação geral da
catalase (CAT); 2.C) Reação geral da
peroxidase (POD).
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As polifenoloxidases catalisam a hidroxilação e a degradação oxidativa de
compostos fenólicos (CAMPOS et al., 2004), os quais, além do papel
estrutural na parede celular, exercem uma função protetora contra a ação
das ROS (ALI et al., 2006). A oxidação fenólica é uma resposta caracterís-
tica a ferimentos no tecido vegetal (BORÉM; VIEIRA, 2005) e muito
comum no cultivo in vitro. O teor de fenóis e a medida da atividade das
enzimas responsáveis pela oxidação fenólica podem contribuir como
indicadores de estresse.
Atividade do peróxido de hidrogê-
nio (H2O2) e enzimas antioxidativasdurante a embriogênese somática
A morfogênese vegetal é conseqüência dos processos de divisão e diferen-
ciação celular organizada. Tais processos dependem de certos sinais que
desencadeiam processos específicos de síntese, e como conseqüência,
alterações bioquímicas e metabólicas diversas.
A ES constitui um exemplo da expressão da totipotencialidade, postulada
por Haberlandt em 1902, em que as células vegetais possuem a capacidade
de regenerar indivíduos completos a partir de uma única célula. Sua utiliza-
ção como técnica para propagação clonal tem sido tema de diferentes
estudos, entretanto, a embriogênese também constitui um modelo bastante
interessante para estudos básicos de fisiologia, biologia celular, bioquímica,
genética da diferenciação e morfogênese em vegetais. Estudos dessa
natureza têm sido realizados em especial com abordagens morfológicas e
cito-histológicas (CANGAHUALA-INOCENTE et al., 2004 citado por FLOH
et al., 2008). Neste aspecto, deve-se destacar que as limitações impostas
pela falta de estudos básicos sobre a ontogênese dos embriões zigóticos e
embriogênese somática, nos seus aspectos fisiológicos e bioquímicos
complementados com a caracterização molecular, torna frequentemente,
os protocolos de cultivo in vitro bastante empíricos e pouco eficientes.
Como outros processos do desenvolvimento vegetal, a ES compreende
diversas fases fisiológicas com diferentes requerimentos (KEVERS et al.,
2002). As fases iniciais dessa via morfogênica são caracterizadas pela
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indução de muitos genes relacionados ao estresse, o que leva à hipótese de
que a ES é uma resposta extrema ao estresse de células de plantas cultiva-
das in vitro (PASTERNACK et al., 2002). De fato, a competência
embriogênica de células somáticas pode ser estimulada por vários fatores
reconhecidos como agentes estressantes, tais como: alta pressão osmótica
(AKULA et al., 2000; CHOI et al., 1998; IKEDA-IWAI et al., 2003),
metais pesados ou variações no pH do meio (PASTERNAK et al., 2002),
deficiência nutricional e/ou hídrica (LEE et al., 2001; KUMRIA et al., 2003),
entre outros.
De uma maneira geral, os agentes indutores de estresse podem provocar
uma reação em células somáticas que se manifesta pela desdiferenciação e
rediferenciação em embriões somáticos. Sob condições extremas, as
células têm que mudar sua rota: ou elas morrem (apoptose), ou se diferen-
ciam e dividem (FEHÉR et al., 2003). Essa plasticidade ocorre tanto em
células meristemáticas como em células diferenciadas, as quais retêm a
habilidade de expressar genes ou podem readquirir este potencial pela
desdiferenciação e, então, manter-se potencialmente competentes (JOYCE
et al., 2003). O fracasso em compensar um estresse severo pode resultar
em variação somaclonal ou mutação (CASSELLS et al., 1999; CASSELLS;
CURY, 2001), perda total da totipotência organogênica, desenvolvimento
de uma progressão neoplásica (GASPAR et al., 1998) e morte da planta ou
da célula (BRAY et al., 2000).
As células vegetais possuem sistemas bem desenvolvidos para regular o
nível de ROS, e as concentrações dessas moléculas quimicamente ativas
podem sofrer alteração, entre outros motivos, pela ação de várias enzimas
antioxidantes, que são bastante sensíveis às condições de estresse abiótico
servindo como sinalizadores do estresse (MITTLER, 2002).
Mais recentemente, alguns experimentos têm sido realizados com o objeti-
vo de esclarecer o papel do estresse oxidativo na morfogênese vegetal. O
estudo das respostas antioxidantes durante os eventos morfogênicos da ES
tem sido feito principalmente com amostras de calos nos estágios críticos
desse processo (indução e desenvolvimento de ES e conversão) e nos
próprios embriões somáticos.
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Alguns autores correlacionam o aumento da atividade de enzimas
antioxidativas com a resposta embriogênica dos tecidos somáticos, sugerin-
do que o aumento da atividade dessas enzimas estaria relacionado ao
estresse oxidativo e que esse estresse contribuiria para acelerar o processo
de ES (CUI et al., 1999; GANESAN; JAYABALAN, 2004; KONIECZNY
et al., 2008; LIBIK et al., 2005). Dentre a maquinaria antioxidativa,
destacam-se as enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
peroxidase (POD). O produto da atividade da SOD é o peróxido de hidrogê-
nio (H2O2), o qual é tóxico em níveis elevados e precisa ser reduzido à H2O
em reações subseqüentes. Nas plantas, os níveis intracelulares de H2O2 são
regulados, principalmente, pela CAT e POD. Assim, estas enzimas podem
ser consideradas como possíveis "marcadores da morfogênese" (KAWANO,
2003 citado por KONIECZNY, 2008).
Libik et al. (2005) relatam a determinação da atividade da superóxido
dismutase e catalase através da eletroforese em calos embriogênicos e
embriões somáticos de Mesembryanthemum crystallinum. Ganesan e
Jayabalan (2004) detectaram um aumento na atividade da superóxido
dismutase e peroxidase nos calos de Gossypium hirsutum L., os quais
produziram maior quantidade de embriões somáticos.
Cui et al. (1999) mostraram a mudança na atividade das enzimas
antioxidantes e o efeito do H2O2 exógeno na freqüência da ES em Lycium
barbarum L. Seus resultados apontaram que a atividade da superóxido
dismutase aumentou gradualmente nos primeiros dias de cultivo, diminuindo
com as divisões adicionais e o desenvolvimento de embriões multicelulares;
enquanto que a atividade da peroxidase e catalase foi alta em calos e
decaiu rapidamente nos primeiros dias da diferenciação, sugerindo que um
aumento intracelular de H2O2 foi determinante na formação de células
embriogênicas. A ES em Lycium barbarum L. também foi estimulada pela
adição de até 200mM de H2O2 ao meio de diferenciação, enquanto que a
concentração de 300mM foi inibitória por promover o aumento dos níveis
endógenos a patamares tóxicos. Os autores sugerem que o H2O2 endógeno
atua como um mensageiro celular capaz de induzir a expressão de genes e
a síntese protéica, promovendo a ES. O H2O2 age numa rota dupla nas
16
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plantas: em baixas concentrações, atua como um mensageiro molecular
envolvido na sinalização adaptativa, disparando a tolerância a vários
estresses abióticos e, em altas concentrações, promove a morte celular
programada (DAT, et al., 2000; KARPINSKI, et al., 1999). O H2O2 é um
possível intermediário entre o estresse oxidativo e a regeneração de plantas
na cultura de tecidos.
Resultado semelhante foi proposto por Konieczny et al. (2008), também
avaliando a atividade antioxidante e o nível de H2O2 durante a ES direta de
Helianthus annuus L. A atividade da superóxido dismutase foi obtida por
análise eletroforética, mostrando a presença das isoformas Cu/Zn-SOD e
Mn-SOD. A atividade da peroxidase e catalase e conteúdo de H2O2 foi
semelhante ao relatado por Cui et al. (1999) e por Grupta e Datta (2004)
com cultura de Gladioulus hybridus, onde a produção de embriões
somáticos foi precedida por declínio na atividade da catalase e da
peroxidase, com um aumento no conteúdo endógeno de H2O2. A essência
da diferenciação e desenvolvimento de células é a expressão diferencial de
genes, portanto, o metabolismo de ROS representa um papel decisivo na
diferenciação e desenvolvimento celular. Assim, podemos supor que o H2O2
produzido devido ao desbalanço oxidativo, deve promover a expressão de
alguns genes responsáveis pela indução dos processos morfogênicos.
No estudo dos componentes do sistema enzimático antioxidante durante a
ES em Crocus sativus L., foi detectado um aumento significativo da SOD
durante a formação de calos embriogênicos, seguido por progressivo
decréscimo durante os estágios de desenvolvimento dos embriões
somáticos. Também foram detectadas as isoformas Mn-SOD e Cu/Zn-SOD,
com predominância desta última, a qual apresenta aumento drástico
quando células vegetais se encontram sob estresse. Quanto a CAT, verifi-
cou-se uma maior atividade durante o desenvolvimento dos embriões em
comparação aos estágios anteriores (BLAZQUEZ et al., 2009).
Outros tipos de estresses já foram relatados como indutores de ES em
diversas espécies de plantas. Este fato indica que o tratamento
estressante induz uma reação comum, onde haveria a indução da expressão
de fatores que controlam o início da ES (IKEDA-IWAI et al., 2003).
17
Mecanismos Antioxidativos Associados à Embriogênese Somática
Ikeda-Iwai et al. (2003) obtiveram embriões somático de Arabidopsis
thaliana a partir de um tratamento de estresse osmótico, que consistia de 6
a 9h de cultura em meio com 0,7M de manitol em explantes de meristema
apical. A indução de ES também já foi obtida a partir de estresse com
macrossais em Panax ginseng (CHOI et al., 1998).
Kouakou et al. (2007) estudando a formação de compostos fenólicos em
duas cultivares (embriogênica e não-embriogênica) de Gossypium hirsutum
L., verificou que a quantidade destes compostos diferiu significativamente
para a cultivar. Na embriogênica, a quantidade de fenóis foi aumentando
durante os subcultivos, enquanto na cultivar não-embriogênica, houve um
decréscimo no conteúdo dos mesmos; implicando dizer que a ES é influenci-
ada pela produção de compostos fenólicos e que estes podem servir como
marcadores desta via morfogênica em Gossypium hirsutum L. Embora a
produção de compostos fenólicos dependa de múltiplos fatores, como o tipo
e genótipo da cultura, sua síntese durante a cultivo de suspensões celulares
parece promover a indução de estruturas embriogênicas. No metabolismo,
assim como o conteúdo de fenóis, os padrões de isoenzimas são distintos
em células embriogênicas e não-embriogênicas, implicando num papel
fundamental para o estado de oxidação na diferenciação do tecido
(THOMPSON; THORPE, 1991).
A relação entre diferentes condições de estresse e a ES ainda não está
bem entendida, no entanto, as informações apresentadas sugerem uma
forte conexão entre estes fatores, sendo a ES uma rota seguida em respos-
ta ao estresse (QUIROZ-FIGUEROA et al., 2006). Lichtenthaler (1998)
propôs que a resposta fisiológica a condições de estresse é dependente de
dois fatores, o estádio fisiológico das células e o nível (tempo e intensidade)
da condição de estresse. Quando o nível de estresse excede a tolerância
celular, leva à morte das células, mas se o nível é "baixo", as células podem
induzir mecanismos de adaptação.
Segundo Ikeda-Iwai et al. (2003), diferentes tipos de estresse podem
induzir um mesmo fenômeno, como por exemplo, a ES. Provavelmente,
cada tipo de estresse induz a expressão de um fator que controla o início do
processo embriogênico, através de uma reação comum.
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Dentre os principais limitantes na maturação e conversão dos embriões
está o restrito conhecimento das mudanças bioquímicas que ocorrem
durante o desenvolvimento e maturação do embrião zigótico. Assim, a
determinação dos padrões bioquímicos durante o desenvolvimento embrio-
nário pode fornecer subsídios para a otimização dos sistemas de propaga-
ção in vitro baseados na ES (PULLMAN et al., 2003).
Desse modo, é requerido um detalhado conhecimento dos fatores que
afetam a diferenciação, a qual pode ser afetada por manipulações do
ambiente de cultura e pelo estado do explante, não sendo um fenômeno
simples. O sucesso da regeneração de plantas na cultura de tecidos requer
o entendimento de como essas manipulações afetam fisiologicamente e
bioquimicamente o estado do explante em cada estágio de seu desenvolvi-
mento.
Considerações finais
Embora tenham ocorrido avanços notáveis na elucidação dos mecanismos
associados à modulação de sistemas embriogenéticos, pouco se sabe sobre
os marcadores associados aos pontos críticos deste processo.
A identificação das enzimas antioxidantes, bem como a atividade de cada
uma delas, é um recurso importante para o entendimento da regulação do
processo de ES em plantas. Ressalta-se que estes possíveis marcadores
bioquímicos, podem representar uma importante estratégia para a
otimização e controle dos processos morfogenéticos in vitro, podendo
representar um papel crucial para estudos básicos em biologia celular,
bioquímica e fisiologia vegetal utilizando sistemas de cultura de tecidos de
plantas. Esta estratégia pode ser importante para a viabilização da cultura
de tecidos na propagação de genótipos superiores e conservação de
germoplasma, assim como sua utilização como ferramenta complementar
em programas de melhoramento genético que utilizam técnicas
biotecnológicas, como a transformação, para aumentar o ganho genético.
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